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La pr^nte invention concerae un proc£d6 microbiologique pour la 
priparaticiD de la sirmx albiuninc bumainc (SAH) par culture d^une levure, parti- 
culi&remem du genre MuvvernTnyces, modifi6e par TutQisation des techniques de 
r ADN recoznbinant 

LaSAHestuneprot6inedc585acidesamin6s,d'unpoidsmol6culaire • 
de 66-000 daltons, 5c prfacntam sous fonnc monomfcre glob^ 
. Sa structl^1egIoblllaire est maintenue par 17 pouts d^ 
quentieUe de 9 boudes doubles Les gdnes codant pour la SAH sont connus pour 
fttre hautcment polymorpbes ct plus de 30 variants g6n£tiqucs apparemment 
diffirentsont 6t4 rep6rispar analyse dlectrophorfctique dans des conditions varifies^ 
Lc gfene de lai SAH est c6up6 en 15 cxons par 14 s6quences introniques et conq)rend 
16 961 nudiotides du site de "c^pingf suppose jusqu'au premier site d'addition de 
pcdy(A). 

L'albundne bumaine est synth6tis6e dam les b£patocytes & 
s6cr6t£6' dans le flux sanguiaCest laprot£inelapIusabondantedusangavecime 
eoiicentrationd*enviFpn40g/litredes£rum; fly a done environ IdOgd'albumine 
drculante dans le corps humain k tout moment- Lg tMb \a pliw iTTipnT tnnt ^ la s AH 
est de niiaintenir une osniolarit£ normale du flux ^nn gnin , £Qe pr6sente igalement 
one ca^yadti exceptionnelle de liaison pour diverses substances etjoue un r^^^ 
bien dans le tranq>ort endog&ne de molicules bydropbobes (tek que les st£r 
les selsbiHaires) que dans celui de difffrentes substaxures therapeutic 
mssi itxc transportdes & leurs sites d'action respectifs. De plus, la SAH a 6t6 rdccm- 
ment in^Iiqufe dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthtec de SAH dans les hipathocytes conduit d'abord k un pr6- 
curseur, la pr6pn>SAH, qui contient une sequence signal de 18 addes aminis 
dirigeant le polypeptide naissant dans la vde de la sdcrttion. Cette sequence signal 
cstooq>6e,iiTDbablement par un processus co-translationnel, avant quelaprotiine 
vc soit rdarguie du r6ticuhun endcplasndque. Ce premier divage prot6olytique 



2635115 

■ 2 

donne le prf curseur pro-SAH qui contient encore k son extrfimitfi N-tenninale, un 
hexapeptide (Arg-GIy-Val-Phe-Arg-Arg) qui n'est pas nonnalementpr&ent dans la 
forme mature de la SAH drculante. 

Une convertase, probablement situ^e dans le corps de Golgi, enl^e 
le propeptide au cours d'une deuxiime dtape de protfiolyse en coupant le peptide liS 
a la partie N-tenninale de I'adde aspartique de la SAH * *. Toutefois, la pro- 
albuminchumaine immature peutrepr&enterlamoitifideceDedufluxsanguinchez 
de rares individus Wtirozygotes qui portent une mutation hfirdditaire dans la 
sequence du propeptide, voire mSme de toute ralbumine chcz certains homozygo- 
tes extrftmement rares* L'undeces variants est dfisignfisouslenomdeproalbumine 
Christchurch et commence avec la sfiquence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- dans 
lequellasubstitutionAig-»-> Glnemp&chelacoupuredu propeptide ainsimut£« 
D'autres variants appel&proalbumine Ule' etTakefii'ont respectivementlessfi- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-ffis-Asp et Arg-Gly-Val- 
Pbe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observte conceme lapaire des 
addes anting basiques Arg-Aig qui prficfede immfidiatement Falbumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon ar^nine ». 

La coupure aprfts une paire d^addes amines basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres prot6ines, y compris dTiormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protdines du plasma autres que la SAH Ricemment, il 
a 6t& diait que la convertase qui coupe la proalbmnine en albumine dans le foie est 
probablement tris prodie de la protfiase yscF de la levure * Cette thiol protfiase, 
caldum dipendante, est codfie par le gine S2S.deii, ssisdsiaScet est probable- 
ment lite i la membrane del'appareil de Golgi. Elle est connue pour Streimpliqute 
dans la mauiration de la phfiromone appelfi fecteur alpha et dans celle de la toxine 
TdUer* .puisqueles mutants kszEdeS^SSrsvisiae sontincapables decouperlespro- 
protdines respectives au niveau du couple d'addes aminfa basiques Lys-Arg De 
plus, on peut d6montrer que I'enzyme de levure codfe par le gtae KEX2 recnTmatt 
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correctemcnt ct coupe la pros6qucncc normalc (Ai^g-Arg) dc ralbumine in vitro , 
mais nfc cpaipc pas la prosdqucnce mutte (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 
dnirch*.Ubc convcrtasc analogue ilaprotiascyscFa 6t6 r6ceinment d^crite comme 
codtc parlcg&ne KE2QdeiLlactis" . Au vu de ce r6sultat, la capadtfi de ces levures 
pour maturer correctement ralbumine humaincTecpmbinante et la sicr^ter, a €t& 
tcst6c. , 

Ualbmnine. rq)r£sentc 40 % du marchd mondial des protfiines 
plasmadques. Son int£r£t commercial reside dans le fait que ce produit est large- 
ment utilise, par cxenqple, dans des soIut£s dits de remplissage pour compenser les 
penes de sang au corns d'acte cfaiiurgical, d'acddent ou dTi6morragie, ct k des doses 
pouvant atteindre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'apr4sent,laSAH est gfndralementproduite par les techniques 
da^ques de fractionnement du plasma provenant de dons de jtang la consomma- 
tionmoodialcanmxencde plasma 6tantvoisine de9^ x 10^ litres. Ellepeutaussi 
ft tre extraite du placenta humaih selon la tedmique d6crite par X liautaud et aL 

Le ddveloppement du ginie ginitique et des nouveQes techniques 
. d'eztractionet de purification a ouvert la possibSitf d*obtenir desproduits amiliords 
de plus haute puret6, de meiDcfure stabilit£, sans contamination virale (par exenq)Ie 
h£patite B ct SIDA) et & unprix de rcvient phis feible. Toutef ois, ancun proc£d6 assez 
peiformantbas£ sur leg£niegin£tique n'est aujourdliui connupermettant d'obtenir 
la SAH k rdcfaelle industrieOe dans des conditions £conomiquement rentables. 

Ced est essentiellenient dd &rabsence d^ couple hdte/vecteurper- 
fonnant qui permette la production inq^ortante d*une albumine si cr£t£ e, correae- 
ihent maturfe, poss£dant une structure tertiaire confonne et ayant les propri£t£s 
pbysico-diimiques de rattmndne humaine native. 

M&me si l*utilisation de culnircjs de cfcllnlgjg rie mnmim'f l^r^^ ap- 
paraltre coimne Ic choiz idial pour Texpression des prot6ines humaines, le prix de 
rtyient ^Tun tel proc£d£ serait bien sup£rieur au prix de vente de Talbumine 
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phannaceutique". Comme ce produit est cn g£n6ral present par dizames de 
grammes et i un coflt tihs bas; la production biotechnologiquc dc la SAH tfapparait 
realisable qu*avec des systfemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'a une 6poque rficente, la grande majority des experiences de 
gfeniegdnfetique ontutilise£iffllicommeorganismeh6tepourlaproductionparvoie 
microbienne de prot£ines het£rologues 6conomiquement importantes. M&me si ce 
type de procfidfi est apparu satisf aisant pour un bon nombre dc protfines hdti rolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont €l€ que partiellement couroimes de 
succ&s. 

Uun des problfemes majeun assodd k Futilisation de E. £Qli reside 
dans le fait que cette bactfirie est, dans la majority des cas, incapable d'excrdter les 
protdines hdtdrologues dans le milieu de culture et que celles-d s'accunnilent Hnn!^ 
Iecytoplasme,lep£riplasmeet les membranes. Laprotdinerechercbdedoit done 
itre sdparde des constituants cellulaires, ce qui conduit k des procddds complexes 
et coflteux. De plus, produit des endotoxines et des pyrogines qui peuvent 

contaminer les protdines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
6tre port6e pendant la purification du taux rdsiduel d'endotoxines dans le produit 
final, spddalement s*il est utilise comme medicament 

Les proteines secrdtees par leur hdte naturel pcrdent souvent la pro- 
priete de se replier correctement si elles sont syntbetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
pontsdisulfiiresconmieceux presents dans la SAH. LefaitquelaSAHproduitedans 
El £Qli ne soit pas secretee conduit ainsi k sa precipitation intracellulaire sous forme 
insoluble". En consequence, aprfes extraction k partir des cellules bacteriennes, 
celle-d doit Stre denaturee puis renaturee in v}tro . 

De plus, ssm posside pas la machinerie cellulaire permettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductioimelles spidEr 
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ques des Qi;gaiusxDes eucaiyotes, y compris l*hoinine. En ce qui concerne la SAH, il 
setnble di£5cSe d*e:qmmerl un taux satisfaisant dans £^ soli le pr6curseur natiirel 
de SAH, c^est-Si-dire la pr£pro-SAH. D*autre part, des proalbumines aitificielles 
dans lesquelles le gine de strocture de la SAH a 6x6 fiisiomif k des signaux de 
5 &6cr£tion d6riv6s des gines bact6riens pa£ ou ompA som en g^n^ral mamrfe de 
bgon incQnq>l&te Ue:q>ression de la SAH sans la pr£s£quence, c'est-^-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le r£sidu mfthiomne N-tenninal n'est pas exdsi par 
la m6thioninc aminopcptidasc de Ei fldi (MAP) En cons6 qucncc, la SAH de£, 
coll ne pent pas 6tre obtenue sous forme mamre iii vivb et doit &tre modifi^e in vitro, 
10 par coupure tiypsique, afin d'exdser une sifquence leader d£riv£e d'tin phage et ce 
vprks d&iaturation et renaturation in vitro ^\ 

En ce qui concerne les autres hOtesbact^riens, des travaux concemant 
la 5£cr6tiQn de SAR dans fiacQIus subtOis ont 6x6 r£cemment publids". Bien que 
cette £tude indique qa*un organisxnc procaiyote td que B. subtilis posside le 
15 potentielp6Qrs£cr6teTdespTOt£ineshiimainesdehautpoidsmol6culaire la 
SAH, eDe numtre aussi que Fexcri tion dans le milieu de culture ne pent fttre obtenue 
qu'en iitilisant des protoplastes de fi. subtilis. c'est-^-dire des cellules dont la parol 
celhilaire normale a 6t£ dig6r£e par traitement ena^matique. ^ 
tage de la SAH modi£6e est inversement prpportionnel au taux de prot6ine produite: 
20 ftdesniveaiixd^expressionaev^laplusgrandepartiedeSAHrecombi^ 
sous fonne imxnatin'e". En outre, auc^ 

dmniques de la SAH recombinantc de B. subtilis rfa 6x6 mentiomi^ D^autre part, 
. le niveau d*excr£ tion de SAH dbtenu par ce microorganisme est xt6s faible au vue 
des quantitis de SAH d£tect£es par utilisation de m6thodes immunologiques dans 
25 lessQinageantsde culture^. 

Uutilisation de syst&tnes microbiens cucaryotes tels que les levures ou 
les cbanq^gnons repr6sente une alternative int^ressante d'utilisation dliOtes bact6- 
riens potv la preparation de protdines b£t£ rologues. En eSet, ces organismes pos- 
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sSdent toutes les caractfiristiques de structure et d^organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de maminif&re. En 
particulier, les levures som capables de r&diser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Tactivit^ de nombreuses prot6i- 

5 nes.En outre,les levures sontbien comiucs 41*6 chelle industrielle : ellespeuventfetre 
cultiv£es k haute density cellulaire, elles ne sont pas patbog&nes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utilisdes dans Tindustrie alimentaire depuis tr^ longtemps. 
Bnfin, contrairement aux cellules de manunif&res, les manipuladons g6n£tiques sur 
les levures sont facQes k r^aliser et les donn6es de la g6n£tique dassique et 

10 mol6cuIaire sont nombreuses. 

Le terme levure est frfiquemment employ^ pour Saccharomyces 
cerevisiae.oulevureduhoulaTig£r, qui constime Fune des esp&ces lesplus communes 
et les mieux connues. H est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autrcs genres et n'cst pas restreint k Tesp&ce i cerevisiae. 

13 La s6cr£tion de la SAH dirig£e par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la cb^Iatine a pu &tre mise en Evidence dans cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des protfiines totales^. Toutefois, le matfirid 
reconnu par les anticprps anti-S AH d£crit dans cette £tude reste assodS k la cellule 
et n'est pas export^ dans le sumageant de culture. De plus, aucune caractdrisation 

20 ddtaillde de la prot£ine recombinants n'est rapportfe. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utilisant un 
proc£d£ post-fermentaire lors de la fabrication de la bi&re a £galement £t£ 
mentionn6e De nouveau aucune donnde quantitative ou qualitative concemant 
le produit obtenu tfa 6t6 dficritc. De plus, ce procddfi conduit k Fexpression de Met- 

25 SAH, c'est-k-dire d'un allde de la SAH ddmarrant par Tadde amin£ methionine 
juste en amont de la sequence de Talbumine mature. Uabsence d' une s6quence 
signal empgche la s£cr£tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
I'accumulation d'lme albumine intracellulaire dont la structure tertiaire n'a pas 6ii 
caracti ris£e. De plus, Tabsence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 
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pBs6t£inontr6e. 

laRrdsentemvcntiondteitrobteiitiondesoudicsdclevures modi- 
fies par gdnie E^n^tiquc pouvant fttre cultivfies en inasse et cap^^^ 
d-exaiter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
; natnre&e • 

Un!^tfemed'c3q)ressionpr£f6r6impliqucdeslcvuresdugenreiaH3t 

SSIonBESfiSCcmmveh^ 

mamams var. drnMTptiflanim- 

Les levures du genre KTnyvcroniYCCS.et en particulier K, mapriaaus 

0 (ipduantksvariitfestes&etmamai^ 

. toflisea^togilis)sontdesorganismesu^ ""^^ 
sidfcrtbkdansrindustriibiotedmologique. 

exemple.pourlaproductioncommerdalederenzymelactase(p-galactod^ 
tevuie»sonteapablesdecr^esurlactoserum.m»som^^ 

15 trielaitito^Busieurssoud^sdeSHSS^^ 

agn«rfe4d«Uede>ot6inesd'6riginesuniceIh^ (P.O.UOquijouentmirOle 

iniportamdansralimentationduWtaiLEn&>.lesorEan^ 

casontmentiomi6ssurlalisteGJUV^(fi««rallyAe»^ 

prisentc un facteur important en vuc de la production de ptoduits de qu^^^ 

20 i^ianxi&oeatique. 

: Qmtrairementami progrfesinqwrtants rfialisfe dansledomainede 

lagto6tiquemolfccalairedeS.arsaaafeles^ 

nWtidivdoppiesquertomment chezKtoms^ 

dc donagc onl 6t4 d6crits diez cet organisme : 
25 i) desvectearsintigratifc contenantdes sequences homologuesde 

rtgjons du genome dejai»™«i et ^ 
s-intfegremdanslescbromosomesdelQuxv^^ 

tegration. bien qa'£tant m» 6v4nemcnt tris rare nficessitant la pr&ence d'mi 
,.,3rqucardes£lectionefficace.e«dbtem,eloTsqae cesvectenrsnecontiemientpas 
50 des*quencepermettantuneT*plicationautonomedanslacenule.Ua^^^ 
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systime est la stability dcs souches transformfies, c'cst-i-dire le fait qtfelles puissent 
fetre cultivfies dans un support nutritif nonnal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences intfgrfies. Uinconv^nient est toutefois que 
les genes intdgrfis sont seulement presents & une ou, au mieux, k un petit nombre de 
copies par cellule. Le faible dosage des gSnes r6sulte souvent en un fiaible niveau de 
production d'lrne protdine hdtdrologue. 

ii) des vectcurs rfiplicatiCs contenant des sequences de rfiplication au- 
tonome (ARS) dfriviesde TADNgfeomique d dQuweromvces sp, ^>^ (KARS). • 
De tels vecteuTS ne semblent pas tr&s intdressants puisque leur sfigrfigation lors de 
la mitose est trfes peu homog&ne, ce qui rfisulte en leur perte ^un taux 61ev6, m6me 
lorsque celles-d sont cultiv^ es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs r£plicati£5 contenant des ARS d£riv6s de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lin6aire " kffler " pGKl-1 isolfi deJL lactis 
soit du plasmide drculaire pKDl isol6 de drosophilanim' ^. Les vecteurs conte- 
nant des sequences ARS dfirivfics du plasmide linfiaire " killer " tfont pas d*utilit6 
pratique en vue de la production en masse de prot6ines hetfirologues puisqu' un 
milieu nutritif particulier est nficessaire i leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans ime population donnfie Bpihs seulement 15 gdnfirations, 
meme sous pressiondesflection'*.Lesystfemevecteurleplusefficacepourla trans- 
formation du genre Klnwemmvces d^crit jusqu'alors est d6riv6 du plasmide 
endogfene pKDl: des constructions contenant la sequence enti&re depKDl peuvent 
fetrc transformfies k haute frequence, sont pr&entes dans la cellule k 70-100 copies, 
ct, ce qui est le plus important, ont une stabilit6 assez €lev6t en conditions non 
sflectives.Nianmoins, Fefficacitfi des vecteurs dficrits dans lademande EP 0241 435 
demeure limitfie k des applications de recherche dans la mesure oil des fermenta- 
tions k rfchelle industrielle requiferent une stability du plasmide pendant au moins 
40 generations. MSme le vecteur le plus perf ormant (P3) dficrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donn6e aprfes 
seulement six g6n6rations en milieu non s61ectif Bien qu'il soit techniquement 
possible de maintenir une pression de selection k grande fchellc, I'utilisation d'un 
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milieu s£]ectif r6sulte souvent en une density cellulaire fortement diminufe, ct 
i^cessite le recouTS & des souches bien d^fiiii 

attra^te et plus on£reuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
• ' seul euxxq>le (fescpression de protiine h6t6rologue d'int6rit coimnerdaL Ea &it, le 
5 seul g&ne'li£tirologue*'doDtre?qpression est d£m(ra 

de pKDl e$l le gdne de la levure S , cerevisia^. D reste done k prouver que 

rintroduction daus pKDl d*un g&ne non issu d*une levure, par exemple un gine 
d^origine manuniftre, et sa surexpression dans Kluweromvces n'entralnent pas une 
instability accrue du plasnxide. 
10 . Un objet de la prisente invention est Tobtention de nouveaux vecteuis d'ex- 
pression capables de transfonner des levures du genre Khiyveromvces et poss^dant 
des catractiristiques de stabilitd nettement sup£rieures & celles mentionnies dans la 
demande EP 0 241 435 • II sera dimontr6 que les nouvelles constructions sont 
inaintemiesilhautnombredect^ies dans 85-90% des cellules apris 50 g£n£rations 
15 de croissance en milieu non s£lecti£ H est ainsi possible de produire des prot£ines 
b£t£rologues k partir de vecteuxs multicopies stables en utOisant des souches 
industrielles du genre Klnyveromvces. qui ont ix6 utilisdes pendant de nombreuses 

annies en raison de leuis propiiftis c^nimales de croissance et it des densitds 

.•• • 

celhilaires ^levies. 

20 La stabiljt6 61ev6e des vecteurs ddcrits dans la pr£sente invention a i\& 

obtexme en exploitant pleinement les caract^ristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteuis diriv£s depKDl different de tons les autres vecteurs cormus de Kluwero* 
myces en ce qu'ils sont caract£ris£s par un syst&me ^dalisf de r£pIication respon- 
sable de leur maintien stable k haut nombre de copies. En plus d*une origine de 
23 , replication (ARS), oe syst&me comprend deux sequences r6p6t£es-invers£es, cha- 
cune de 346 nudtotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (ghncs A> fi et 
Q qui font partie int6grante du plasmide ^. Par analogic avec le systime plus £tudie 
du plasmide 2ji de cergvisiae qui est structurellement proche, les protdines cod6es 
par deux de ces g&nes CB et £) sont Vraisernblablernent inipliqu6es dans b 
30 du plasndde lors de la mitose et pourraient jouer un rdle dans la regulation negative 
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du gfene A codant pour une recombinase k site spicifique (FLP)2«. n a 6t6 inontrfi 
que la recombinaison FLP-dfipendante entre les siquences r6p6t6es inversfies de 
FADN de 2 ^ fait passer le plasmide d'un mode de replication rdgulier (un 
doublement des plasmides 2 p par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type " rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule)^, Cette alteration du mode normal de replication est induite aussit6t que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantitds suffisantes des produits des g&nes E ct £ qui agissent comme represseurs 
du gfene A codant pour la recombinase FLP. Par ce mecanisme, le nombre de copies 

10 du 2 (et tr^ probablement de plasmides structurcllement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des nivcaux eieves de fajon autordguiee ct est independant 
de la presence d\m marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la dcmande EP 0 241 435 
soit contiennent seulementunepartic depKDl (A15) soitungine Ainterrompu (Pi 

15 et P3 pour lesquels le site de clonage PstI est situe dans la sequence codante du gfene 
A detruisant ainsi le systfeme de replication autoreguie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide residant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention rcspectent Tintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides decrits d-aprfes est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nowcaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'addes amines, la m6me 
structure tertiaire et les mSmes proprietes physico-chimiques que la SAH naturefle 
d'origine humaine. 

La presente invention conceme la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme fadlement 
30 purifiable en utilisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proc£d£ de production est caract6ris£ par une excretion efficace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facQite consid£rabIcment 
la puiificatira de la prot£ihe recombinante. La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transformies par un plasmide recombinant eomprenant une 
ri^ao de dimanage de 1^ transcription et de la traduction f onctionnant efficace- 
noent dans iliOte et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr£c6d£e d'lm 
peptide signal dirigeant laprotiine recombinante dans la voie de s6cr£tion desdites 
levures. 

Scion la pr£sente invention, les nouveUes constructions induent des 
cassettes d'expression contenant le gine structural de la SAH. Les constructions sont 
babitucQement pr£par£es de £a^n s£quentielle en employant les vecteurs appro- 
pri£s» josqu'i ce que les il£ments indiq>ensables k Fexpression, la sicritipn, ou au 
maintien du plasmide soiez^t combines pour former un vecteur qui pent alors itre 
introduit dansle (ou les) hdte(s) purifi£ (s) de {a$on& e}q>rimer et excr£ter laprot6ine 
disir6e*LesbAtes employes sont d*origine microbiologique eucaiyote» en particulier 
des levures, plus paiticuli^rement des genres Saccharomvces ou Kluweromvccs et 
de prtf^rence de Tesp&ce Kluweromvces mamanus induant toutes ses vari£t£s, en 
parriculier K. marrianus var. lactis. Ainsi, selon la prisente invention, les constnic- 
tioas qui sont pr£par6es et dtoites ont valeur d'exemples dans les organismes 
eucaiyotes d'origine microbiologique, mais sont destinies de pr6f£rence k 
IdnweTomyces . 

Les bAtes particuliers k employer seront pr£f6rentiellement des 
soudies industrielles stables, atteignant des bautes densit£s cellulaires dans les 
milieux ippippri£s et caract£ris6es par un niveau ilevi de production. 

La sequence codante pour la SAH pent £tre obtenue de diverses 
£asox]fi» la phis simple consistant k isoler des ARN messagers de foie bxmiain et k 
synth£tiser kurs copies sous forme d'ADN compl£mentaire ( ADNc)» Les sequences 
dpn£e$ peiivent ensuite £tre modifi£es par diff£rentes m£thodes telles que la 
mntagenfese in vitro, r^longarion d*amorces> la restriction, Tinsertiond'adaptateurs 
ou la ligatnre svec des oligomidiotides de raccord. La sequence codante pent fttre 
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adaptde, par cxemple, k Tusage des codoBS chez la levure pour optimiser rcfScacitfi 
de la synthase prot£ique (traducdon). 

Arextr6niit6N-tenninale dela sequence prot6ique,un peptide signal 
peut fctre introduit de fason k dinger la protfiine en cours de synthase dans la vole 
de sdcrition de la cellule h6te. Cette sequence-signal peut correspondre k I'exten- 
sion N-tenninale naturelle de ralbumine ou peut 6tre obtenuc k partir de g&nes de 
levure tels que ceux codant pour la phfiromone alpha ou la toxine " killer 

De plus, une pros^quence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut £tre intercal^e entre la s£quence-signal de s£cr£tion et la sequence 
codante de ralbumine mature. Cette sequence est normalement jointe k la sequence 
codante par rinterm£diaire d'un site de coupure d'lme protease spdcifique impli- 
quant en g£n£ral au moins deux acides amines de typt basique , de pr£f£rence Lys- 
ArgouArg-Aig. 

La cassette d'expression comprendraune region de d£marrage de la 
transcription et de la traduction jointe k rextr£mit6 5* terminale de la sequence 
codante, de fagon k diriger et k r^guler la transcription et la traduction de la dite 
sequence. Le chobc de ces ri pons promotrices peut varier cnf onction de llidte utilise 
en particulier. G£n6ralement, ces sequences sont choisies panni les promoteurs 
derives des g&nes de levure. Dhin int^rSt particulier sont certaines regions issues de 
g&nes glycolytiques de levure du type Saccharomy^gS ou Kluweromvces- telles que 
les g^nes codant pour la phosphoglyc^rate kinase (PGK), la g^yc6raldefayde-3-phos- 
phatedesfaydrog£nase,lalactase,r£nola5eJ'alcooldesl7drog£nase,etaCesre^om 
decontrdlepeuvent&tremodifides, par exemple par mutag&nfese in vitro, par Fin- 
troductiond'£l£ments additionnels de contrdle ou de sequences synthdtiques ou par 
des delations. Par exemple, des elements de regulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gfene GALIO de Si cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
6tre utilises pour constniire des promoteurs bybrides qui pennettent de dissoder la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un g&ne he- 
terologue en f onction de la source carbonique choisi. Une re^onpermettantime ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionnelie dans Vh6xt envisage 
sera positibnn&e en 3' de la sequence codante. 

La cassette d'cxpression ainsi cdnstniitc sera fiisionnie k un ou plu- 
sieuTS marqueurs permettant de s£lectionner Tbdte transfonn£. Les marqueurs 

.5 pr£f£r£s dans la levure sont des marqueurs dominants, c*est-&-dire confirant une r6- 
sistance k des. antibiotiques comnoe la g^ndtidne (G418) ou tout autre compos6 
toxique tek (}ue des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent £tre utilis£s sans 
. sp6cifidt£ d1i6te particuliire. Ces g&nes de resistance seront places sous le contrdle 
de signaux approprife de transcription et de traduction dans l*h6te consid6r6. 

10 L'ensembleconstittte par la cassette d'expressionet par lemarqueur 

ik selection peut fttre ufflisi soit pour transformer ITifite directement, s^^^ 
insj£r6 sor im plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences homologues k des regions pr^sentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide i&idant sont fiisionnees i cet ensemble. Les dites sequences seront situdes 

15 dediaqoecOte de la cassette d'expressionde&gbnlinduireune insertion au site 
bomoldgue par recombinaison in xim. Si la cassette d'expression est insirfie sur un 
plasmide vecteur, elle devra ttre combin6e k un systime de replication fondionnel 
dans rbftte oqaasiderfe, Un systtme de replication prfeffae pour Huweromvces est 
derive dn jriasmide pKDl, initialcment isoie deJK- drosophilarum ^. Un systfeme 

20 prefefe de leplicationpour Saccharomvcgs est derive An plajgrnidg rif> Wir<> 7 ji T j> 
plasmide d'expression peut contenir tout ou partie desdits syst&mcs de replication 
ou peut oosnbiner des elements derives de pKD 1 aussi bien que du plasmide 2|l Les 
constructions pref erees sont celles qui contiennent la sequence entiere du plasmide 
pKDl lorsqne Peaqyression dans Khiweromyces est rechercbee. Plus particuUire- 

25 ment, les constructions preferees sont celles ok le site d'insertion des sequences 
etrangeres dans pKDl est localise dans une region de 197 pb situee entre le site Sad 
. (position 4714 de la fonne B de pKDl ^ et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl ^ on & Tun de ces deux sites.. 

Pour plus de commodite, le plasmide peut etre un vecteur navette : 

30 comme tel, fl peut £tre transfere k un hdte bacterien tel que E . coli, ou il peut fttre 
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manipuld plus facilement que dans la levurc & chaquc dtape de construction. Dans 
ce cas, une origme de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
rhdte bacte rien sont requises. II est figalement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de fagon qu*ils entourent les 
5 sequences bact£riennes. Ced permet de supprimer Torigine de replication bactfi- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut rfisulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide, Des sites pratiques tels que y-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (Sm) ou 5*-GCGGCCGC-3* (NotI) peuvent par exemple fetre utilises dans la 
10 mesure oQ ils sont extrfimement rares chez la levure et generalement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent fttre introduits sur Ic vecteur par mutage* 
nfese dirigee par oligonucleotide ou par Taddition ^oligonucleotides de raccord 
spedfiques. 

Une fois tenninee la construction du vecteur d'e3q)ression, celui-d ' 
15 sera introduit dans llidte desire. Divers protocolesdetransfonnationontetedecrits • - 
dans le cas des levurcs^^ Les transfonnants peuvent alors &tre mis en culture Hatic 
un milieu approprie en vue de la production du produit recberdie. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut €tre purifie de 
diverses maniferes k partir du sumageant de culture. H peut Stre cryopredpite, extrait 
20 par chromatographie d'afGnite, par eiectrophor&se ou par d*autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine secretee peut fetre feite k partir d*une 
culture en " batch " ou en continu* 

Les exemples suivants , donnes 4 titre non limitatif, montrent com- 
ment rinvention peut fitre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 
Techniques generales de donage 

Les methodes dassiques de biologie moieculaire telles que la centrifiigation 
d'ADN plasmidique en gradient de dilorure de cesium - bromure d'ethidiimii, la 
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digestk)n par les enzymes dc restriction, Tilcctrophortsc sur gel, r 

fragments (TADN k partir de gels d*agarosc, la transformation dans£. coli. etc, sent 

ddcrites dans la litt6rature 

Les en2ymes de restriction ont 6t6 foumies par New England Biolabs 
5 (Biolah^XBetbesda Research laboratories (BRL).ouAmershanL 

Pour les ligatra-es, les fragments d'ADN sont s6par6s selon Icur taille 
sur des gels d'agarose 0J% on acrylamide 8 %, purifi6s par £lectro61ution, extraits 
au pbinol, pr£dpit£s i Tdthanol puis incubus dans un tampon Tris-HQ 50 n;iM, 
MgOj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATT 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN Ugase 
10 du phage T4 (Biolabs). 

Si n£cessaire, les fragments d'ADN ayant des extr^mitds 5' proimi- 
nentes sont d^phosphoi^d^ par un traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
de veau (CIP> Pbamtiada) k 37*Cpendant 30 minutes dans le tampon suivant : glycine 
100mM,MgC!2l niM,ZnCl3lmM,pH10^. La m&me technique est utilis6e pour 
13 Iad£pbo9hoiylationdesextr£mit6$3*pro£minentesoufi^die5,maisletraitement 
est de 15 minutes & 37^ puis de 15 minutes k Sff'C Uenzyme est inactiv6e par 
dianflage du mflamge r6actionnel k 68^ pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de NaQ 100 mM suivi d'une extraction au ph£nol-cfaloroforme et (Tune 
pr£ dpitation & I'i thaxu^ 
20 Le remplissage des extr£mit6s 5* proiminentes est effectu£ par le 

fragment de Klenow de FADN potymdrase I d' R coli (Biolabs). La rdaction est 

gffegtp&fc h temp^TatiiTg nmhiftTTtepgnHant VtmiTnit^ dansun tampon Tris-HQ 50 

mH dNII^ 0,4 mH MgSO^ 10 noM, ditUotrtitol 0,1 mM, BSA (Bo^ 
Albumine) 50 ug/nal, pH 72. Le remplissage des extrdmitis 3* pro6minentes est 
23 effectu^ en presence de TADN polyindrase du phage T4 (Biolabs) scion les recom- 
mandations du fiabricant. La digestion des extr^mitds prodminentes est effectu&6e 
par traitement limit£ k la nudiase SI (BRL) selon les recommandations du 
fiibricanL 

La niutagdn&se dirigieixLOlin par oUgod6so7^ud£ otides 
30 tu6e seliMi la mitbode d£velqpp£e par Eckstein et coU.'^ en utilisant le Idt distribui 
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parAmersham. 

Les ADNs Ugaturfis sont utilises pour transfonner la souche rendue 
compdtente : £. £Qli MC1060 ( [JacIPOZYA], X74, galU, galK, slrAO ou TGI 
( [k£imiA,B],5l2sE,lhi,MD5/PlmD36,EmA*B*.la£l«i ,la£Z M15).UADN 
5 plastnidique est purifi6 k partir des transfonnants rtsistants k rampidlline ou i la 
tetracycline selon les cas. L*extraction de TADN plasroidique est faite selon le 
protocole ddcrit dans Maniatis et colL qui dfirive de la mfithode de lysc alcaline 
dScrite par Bimboim ct Doly ^ . Pour Tanalyse r£^)ide des plasmides, des lysats 
bactSriens sont prfipar^ s selon la m6thode de Holmes et Quigjey et sont analyses 
10 par filectrophorfese sur gels d'agarose sans purification prialable. Aprfcs analyse par 
les endonud^ases de restriction, les plasmides recombinants prfesentant la structure 
ddsirie sont pr6par6s k plus grande fchelle selon le protocole de lyse alcaline k 
partir de cultures de 0,5 ^ 1 litre et purifies par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations deJ^lac^avecdcrADN Stranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de K. lactis s ont dficrites dans le texte. 

Example 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE L4 pr^pro-SAH 

E.1.1 Isolement d'un clone d'ADN compl^mentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants permettant Fexpression 

de la SAH dans£ £S2lLa £t£ ddcrite en details dans la pr£c£dente demande de brevet 
EP 0198745 En rfisumfi, I'ADNc a 6t6 obtenu k partir d'ARNmpoly-A isolfis de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. Uanalyse de la 
sequence d'ADN a permis Fisolement de trois clones (pTlBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des Segments chevauchant du gfene structural de Talbu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont €l6 utilises dans la reconstruction d'un done d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "pr6-pro". 
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E,U Syntlite de la s^oice signal de la SAH 

Dans Ic plasxmdc pXL276 (figure 2), dont la construction est d6crite 
en d6taa dans la dcmandc de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fiisionndc en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (RBS) du ginie dl du bacteriophage lambda. Ced a'g6n6r6 un site Ndel immddia- 
tement en amont du codon de ddmarrage de la traduction du gine de la SAH. 
pXL276 est utilisd pour reconstituer la region *pr6-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait fctre tronqu£e dans TADNc juste en amont du siteTaqI au niveau de Tadde 
amine La reconstitution est effectudc en insurant un fragment d*ADN corres- 

10 pondamila sequence signal de la SAH som forme dequatreoUgoddooTmicltotid 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34, Sq35 ct Sq38 ; figure 2) et un frag^ 
Ndcl de 120pbprovenant de pXL276 portant des signaux d'cxpression de gfcnes d'E- 
jadientrclcs sitcsEcoMct Acd du plasmidcpUCS. LesiteTaqI cstainsireconstitue 
i rune d«s cxtremites dc Pinscrtion dans cc plasniide appcie pXL290 
.15 petit fragmentlfindin-TaqI portant ic RBS et la si^ucn 

TaqI est ligature avcc Ic fragment Taql-PstI du done d* ADNc de la SAH (plasmidc 
plBll* contenant Tcxtremite 5* de la SAH) entre les sites Hindm et PstI de pUC8 
pour donncT Ic plasmidc pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit fcn 
Ugaturant k fragment Hindm-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 

20 xibosome) et la sequence prepro -SAH jusqu*au site PvuII, avec le fragment Pviill- 
EcoRI de pXl276, portant le replicon et Tcxtreniite 3* de la sequence codante de la 
SAH,etBv««kfragnienlEcoRI-HindmdepX1276conte^ 
4). 

E»13 Creadon d*iin site Hindlll en amont do codon de demarrage de la traduction 
23 delaSAH. 

Dans le but d*obtenir une cassette prepro- SAH pouvant 6tre fadle- 
mcnt integrte dans des vccteurs d'expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
decrit ci-dessuSp est diaxige en un site HindlU par nmtagen^ dirigee par oligo- 
. deoxynudeotides. A ccttc fin, le fragment Hindm-BgUI de pXL322 contenant 
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rextrfimiti 5* du gfene de la pr6pro-SAH est sous-dond dans M13mpl8 ct mutagg- 
ms6 par hybridation de roligod6oxynucl6otide synthfitique 5 -ATCTAAGGAAA 
TACAAQCEEATGAAGTGGGT-y k la matrice simpie brin (les sequences souli- 
gn^es et en caractfere gras representent respectivement le site HindlE et le site de 
d^mairage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nuclfiotidique de la ri^on mutagfinisde est ensuite v6rifi6e. La sequence 
codantpour la SAH complete est reconstitute eninst rant le fragment HindED-PvuII 
du phage mutagfinisfi et le fragment PvuII-Hindlll, contenant rextr6mit63* du gfcne 
strucmral de la SAH, dans le site Hindm de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindm de 1,87 kb contenant le 
gine structural de laprtpro-SAH complet ainsi qu'tme region de 61 pb non*traduite 
k son extr6mjt£ 3\ La sequence complete du fragment Hindm ainsi que la sequence 
en addes amines de la SAH recombinante sont dfcrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le g&ne structural de Met-SAH sans son signal de sficrdtion est 
construiteen suivant lememeprotocole saufqu'und£riv£M13duplasmidepXL276 
cstmutaginisfi iFaidede roligodfioxynucl6otidesynth£tique5'-ATCrAAGGAAA 
TACMQCECATGGATGCACACAAG-y. La rcconstitution de la s6quence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUCS donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fzqon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECEEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

E^l Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl pent &tre purifi6 k partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K. drosophilarum U CD 51-130 
(coDection U.CD^ Universitfi de Califomie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui decrit par Fleer et coU.^. Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone Pifco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifiig6e, lavge et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, ct les cellules 
sont converties ensphfiroplastcs en presence de zymolyase (300;ig/ml), d'EDTA 25 
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mM, de phosphate 50 znM et de^mercapto ethanol (1 pg/xsl), Aprhs lavage dans 
une solution de sorbitol 1^ M, Ics ^hiroplastes correspondant k 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2^ ml de sorbitol 1^ M et on ajoute le 
mtatt vohme de tampon Tris-HQ 25 mH glucose 50 mM, EDTA 10 mM 

5 I^6tapessuivantes correspondent auprotocoIedelysealcalined6j^ 

oeptiondelapr£dpitationdusuTnageantenac6tate depotassiumquiestfaite^23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml d'isopropanoL Le matdriel obtenu est trait£ 
jLlaRNase(50p/ml) ft37^pcndant20minutes puisaveclaprot6inaseK(150;ig/ 
nJ) dans une sohation de NaQ 0^ M, sarkosyl OJS%tx ffEDTA 25 mM pendant 1 

10 beure h 6(fC Aprhs centrifugation en microcentrifugeuse Eppendorf, les suma- 
geants sont pr£cipit£s k r6thanoI pendant 10 minutes k -VO^Q puis les culots sont 
dissQus et I'ADN est punfi6 par. centrifagation isopycnique en gradient de CsQ en 
presence de bromure d*6thidium. 

E22. Constrnctloii du plasmide pCXIL 

13' . L'intennddiairede construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 

framentHindinde l.lkbcontenantle pfene TJRA3 delalevureS. cerevisiae ins^r^ 
dans )e site unique Narl du plasmide pUC19 Ix fragment Hindm derive du 
plasniide pGr63 ^ qui a 6 ti dig6r£ par Hindin puis trait6 par le fragme^^ 
de r ADN polymerase I d^ mli pour ginirer des extr£mit£s franches. Le fragment 

20 de 1,1 Kb ccmtenant le gine URA3 est purifi6 puis ins6r6 dans le plasmide pUC19 
fan-mftme coopd par Narl et traits par le fragment de Klenow de FADN polymerase 
I ^Er fiOli Le plasmide pUC-URA3 contient done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans E, coli . le marqneur de resistaTicft 3^ rflmpirnimA 
pour ks transformations dans £. ia^lL le gine lacZ contenant un pol^^ 

23 (EcoRI» Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sall» SphI, HindlU comme sites um'ques) et le 
gfene URA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 

deEJasds* 

Le jdasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide. pKDl inserfie dans le site unique Aatll de pUC-URA3. Cette construction 
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a €i6 obtenue en lin6arisant pKDl au site EcoRI puis cjx traitant cc plasmide par 
le fragment de Henow de TADN polymerase I d'E- fiOll. Ce fragment d*ADN est 
ligature avec pUC-URA3 precedemment coupi par Aatll ct traitS §t la T4 DNA 
polymerase. La b'gature de ces deux fragments pennct la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. Uinsertion de r ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n*inactive aucun gftne necessaire pour maintcnir la stabilitfe et le nombre de 
copies du plasmide (Ic site EcoRI 6tant situd k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gine I?*). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
ceUules de^Jactis uraA 4haute frequence, est amplifie i environ 70-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fagon stable mSme en I'abscnce de pression de 
seiectioa GrSce k Forigine de replication apportde par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl pent egalement se repliquer dans E» fioli ce qui fiadlite les dtapcs de 
construction et de purification de plasmides. Les sitesuniques de pCXJl sent les sites 
Hindm ct San du polysite de clonage de pUC19. 

15 E23 Construction d'une ftision entre le promoteur pkl de K. lactise t le gfene de la 
3'*aminogIyco5ide phosphotransferase de Tn903 

L'utilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
K- k£tis et d'autres espfeces de Kluweromvces restc limitee aux souches portant la 
mutation maA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromvces nous 
avons choisi le gftne de la 3*-aminogIycoside phosphotransferase (sRh PH-I) du 
transposon bact6rien Tnfiffi comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insere dans pCXJl. Le gfene de I'aph conffere la resistance k 
la kananydne che2i.,£Qli et rend les souches sauvages de levure resistantes k 

25 Tantibiotique G418 (geneticine), lequel est un uihibiteur puissant de la croissance 
cellulaire^.Pourpermettreuneexpressionsuffisammentfortedug&neder aphp our 
avoir un marqueur de selection dans les transfonnations de Ki lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du gftne ajtiLSont remplacesj)ar le promoteur pkl isoie k 
partir du plasmide ^kiUen> pGkI-1 ou kl de ILIafliS.La construction delafusion pkl- 
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aph est efiiectu£e en plusieiin Stapes (figures 10 k 12). Tout d^abord un fragment 
Scal-I^ de lyS kb du plasmide kl est sous-c1od£ entre les sites uniques Seal et PstI 
. de p6R322, le plasmide recombinant sensible k rampicilline et rdsistant k la t£tra- 
cydine est appcli pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-don£ de 1^ kb 

5 provient d*mie extr£nut^ du plasmide «killer)» liniaire et contient la moiti6 5* de la 
premiftre phase de lecture ouverte (ORFl) portfe par le plasmidekl et environ 220 
paires de bases en amoot^. Conune le site Seal est situ£ seulement 22 paires de bases 
de rextrem]t6 gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifi£ k partir de gel 
d'agarose ccmtient vraisemblablement la region promoteur entiftre de ORFl. La 

10 digestion de pkl-PS1535-6 avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 & uxie de ses extr£mit£s (proche de Seal) et les 11 premiers 
codoiisdeORFl iirautre extrimiti. Aprteuntrdtemeiitpar lefragnientd 
de TADVf polymerase I iTE^iiQlL le fragment purifid est insird dans le site Xbol 
miiqae du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a ftd obtenu en 

13 insgrant un fragment EcoRI de L25 kb contenant le gfene aph provenant de Tn9Q3 
(Kananydn Resistance Gene Block ™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUCi9. Le plasmide pUC-kan2Q2 est obtexm en effectuant une digestion de pUC- 
kanlparXhdl suivie (fune digestion brftve par la middase SI rendantles extr6mit£s 
francfaespuis d'une ligature avecle fragment Ddel de pkl-PSl535-6 rendu fr^c avec 

20 fefr2gmemdeKlenowderADNpolym6rase Id*£.fidi(figurell^^ 

. tion pehnet if obtenir une fiision en phase entre les 11 premiers addes amines du 
ghie ORFl du plasmide liniaire kl et de Textrimitt tronqu6e en 5" du gjbnt aphd e 
.lY^SIBr En fait, la jonction entre ORFl et ssik restore le douzi&me codon de aph 
(AGG) de sorte que oe sont les onze premiers addes amines de aph qui sont 

25 renqpladb par les oxize premiers, addes amines de ORFl de kl. La sequence 
coiiplitc du promoteur pkl utilise pour la fusion pkl-aph ensemble avec le d£but 
du gine structural codant pour la ai2h est indiqu6e sur la figure 12. 

E2Jt Construction du plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv6 du plasmide pCXJl 
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dScrit d-dessus. II est construit en coupant pCXIl par HindHI puis en traitant par 
le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'E. cqIL Le plasmide linfiarisfi k 
extrimitis franches est cnsuite ligature avec un fragment Scal-Hindl de 1^ kb 
provenant du plasmide pUC-Kaii202 portant la fusion pkl-^aph (figure 13). La 
3 digestion de pUC-Kan2Q2 par Seal et HincII donne une cassette de r&istance k la 
kanamydne i extrfimitfe franches ne contenant plus le promoteur bactfirien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conffere la r&istance k de trfes hauts niveaux de 
G418 (> 2^ g/1) dans les souches de laflis. Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707pcut Stre transforms dans les soudies deK lactisdr^ ^haute frg- 
10 quence, amplifi£ k 70-100 copies par cellule et maintenu de fagonstable enrabsence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjuguSe aveclapr£sence 
d'un marqueur dominant e£5cace permettant la transformation de soucfbes indus- 
trielles de Kluweromyce^ font de pKan707 un vecteur de donage tr&s performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

X5 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECIXURS D^EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D»EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE V 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

E3JL Construction de cassettes d'expression de la Met*SAH et de la pr£pro*SAH 
sous contrdle du promoteur PGK d e cerevfsiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 

SaU-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitu^ des regions promotrices et terminatrices 
du g&ne PGK de cerevisiae. Ce frxigment provient d'un fragment g£nomique 
Hindm d£l£t£ d'un fragment de 1^ kb correspondant au g&ne structural et coinpre- 
nant une region comprise cntre TATG Jinitiation de la traduction et le site Bgjn 

23 localise 30 codons en amont du codon TAA spddfiant lafin de traduction^. Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite d£truits et 
remplacds par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site 6tant 
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unique, Q permet iTintroduire &cDemeiit des gines bit^rologues. La sequence nu- 

/ 

d£otidique de cette r£gioD est indiqude sur la figure IS. Le fragment Hind m de 1.8 
kbprovenast du plasmide pXL868 (voir E.13) et codant pour leg&ne de laMet-SAH 
est ensuite introduit dans le site Hindm du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recomibinant pYGlO. De fa^on analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 
est ginixi par insertion dans le plasmide pYG12 d'un fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir E.13) et codant pour la pr6pro-SAH. En consequence, 
deux cassettes d*e;q7ression Sall-BamHI d'une taille d'environ 3,6 kb sont ainsi cons* 
truites. comprenant le prbinoteur du gftne PGK de S. cerevisae (PppiJr suivi du gfene 
codant sc^ pour la Met-SAH soit pour la prfpro-S AH et enfin la r£gion correspon- 
dant an terminateur de transcription du gbne PGK (TpQ,^, r6g^on incluant le site de 
pofyad6nylation du ARNm. 

E32 ConistnctSon des plasmides d'expressSon pYG19 et pYG23. 

Dans le but dTintroduire les cassettes d'escpressions d£taill6es d- 
dessus, dans le vecteur pKan7Q7 rfiplicatif cbez Khiyveromyces. les fragments Sail* 
BamHI de3,6 kb et provenant des plasmidespYGlOetpYGll sont dansunpremier 
^ temps 50USrddn6s dans les sites correspondants du plasmide pIO20 ^, pour donner 
ainsi les constructions plasmidiques pYGlS (pr£pro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met*SAH). Ces constructions intermddiaires permettent de disposer des cassettes 
tfeaqnrcsaoiiPy^jj/Mct-SAH/TpQj^ct P,^5j/pr6pro-SAH/TpQ|^ sous forme de frag- 
ments de restriction SaU-SacI directement insurables dans les sites correspondants 
de pK&a707 (filgure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un frtigment de 35 pb situ6 
en amont dtu gine B de pKDl. Les constructions ainsi obtenues qspeldes pYG19 
(pr6pro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprcnncnt les cassettes d'cxpres- 
sion P|ts^/HSA/TpQ|p la sequence quasiment complete du plasmide pKDl de 
dmsophilanim. les sequences pennettant la replication autonome diez £. colL ainsi 
que les gi^ codam pow la^lactamase et la 3*-ami noglycc^ 
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(sous contrdle du promoteurpk 1), pennettant respectivement de s61ectioiinerE.co}j 
en pr&ence d'ampicilline ct K lactis cn prisence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATIONDELASOUCHEMW98-8CDE IC lactis PAR 
IJ:S PLASMIDES EXPRIMANT la McNSAH ET la prtpro-SAH 

E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sent utilisfis pour transformer la 
souche MW98-8C (alph^ limA aiEA bsA. K* pKDl**) deK. lactis ^. Un fichantillon 
de cette souche a 6x6 d6pos6 au Ccntraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du traitfi de Budapest oil a a 6x6 enrcgistrfi 
le / / sous le niundro CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique deformation de sph£roplastes initialement dficrite parHinnen et colL** 
et adaptte cn consequence, soit cn traitant les cellules entiferes par I'ac^tate de 
lithium, cc qui favorise Tincorporation ffADN cn pr&ence de polyetbylfenc glycol 
(PEG) ^. Les modifications concemant la fonnation de sphfiroplastes sont dfijk 
dficrites ^. Lorsque la mfithode faisant intcrvcnir Fac^ tate de lithium est utilisde, la 
croissancc des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une densitfi optique a 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont rfi coltdes par centrifugation k f aible vitesse, lavdes dans une solution sterile de 
TE (10 mMTris HQ pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans3-4ml ffunesolution 
d'acitate dclithmm (0,1 M dans du TE)pourdonnerunedensit6 cellulairc d'emdron 
2 X 10^ c/ml, puis incubfies k 30°C pendant 1 heure sous agitation modfirte, 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rfisultante de cellules 
compfitentes sont incubees k 3(fC pendant 1 heure en presence ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap*ts un choc thermique de 5 minutes 
k 42°Q les cellules sont lavfes 2 fois par de Feau stSrfle, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau sterile et transf6r6cs dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d*agar ct maintcnue cn surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajout£e et immfi dia- 
tement coulSe sur boltes YPD. Apr^ modification, une surcouche additionneUe de 
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5 ml de "top-agar* est ajoutfe ct Ics boltes sont incuMcs 2l 2yC Apris 18 ^24 hcures 
d'iocubation, 0,16 xnl d*une solution de G418 (Geneticin 50 mg/ml, Gffi 
Island, N.Y.) est 6tal6e sur les boltes et des transformants sont compt6s aprfts 4-5 
joun d'iQcabation additionnelle it 2S°C 

5 L*6talement direct des cellules sur boltes YPD + G4 18 (c'est-^-dire 

sans vtSiser une surcoucbe additionnelle de top-agar) r£su]te en Fapparidon de 
dones de taPle plus importante pour les ceDulcs transform6es de K. lactis, Cepen> 
dant, une concentraticHi phis basse de G 418 (50;ig/nil) est alors n6cessaire pour 
cibserver des colonies, ce qui entraine la selection de mutants partiellement r6sis- 

10 * tants au G418 et provenant de cellules non transform6es* De plus, Fefficadti de 
traiisformation est au minimum 10 fois phis faible que refBcacit6 observ£e apr^ ex- 
pression ph6iu>typique pendant 18 k 24 heures. 

EA2 StaMItt6 mitotiqoe des plasmides d'expression de la SAH 

LastabiIit£nutotique des plasmides pYG19 etpYG23 est mesurie au 
13 couis dn temps aprfts croissance en milieu non s61ectif ; elle est d6tennin6e comme 
6tant le nippon entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
bcfltes YFD contenant 2S0;ig/mI de G418. Comme I'indique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgr£ regression k haut niveau d'lm 
gine b£t£n>logue : 40 & 45 % des cellules om maintenu ces plasmides apris 40 
20 g£n£rations ceHulaires en milieu non s61ectiL 

EA3 Nlvnux d^expres^ et d'excrMpn de ralbnml^ 

Les niveaux d'e3q)ression et d'excr6tion des cellules de K lactis 
MW9MC contenant les plasmides pYG19 (pr£pro-SAH) et pYG23 (Met-^AH) 
sont d6termin6s en fonction du temps apr^ croissance k 2FC en milieu YPD etsous 
25 agitation ioonstante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux centrifuga* 
tiossoHistotives (5 xntnutes& 4000 puis 10 minuter pour 
Aliminer tbute contamination 6ventuelle par des ceDules. Un icbantillon du second 
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sumageant (O^ml) cstchau£ffii9yc pendant 15 minutes puis m61ang6 iun volume 
dgal de tampon d'application contcnant 0.125 M Tris HjCl, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercaptofithanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfete (SDS) ct 0.4 % bleu de 
bromophfinol. Quand une concentration desprot£inespr6sentes dans le sumageant 
est souhaitfie, 0,4 ml d'une solution 100% p/v d'acide trichloracfitique (TCA) est 
ajout6e 2t 8 ml de sumageant et les protfiines sont pr6cipit6es sur glace pendant 1 
heure. Le matfiriel pr6cipit6 est r6cup6r6 par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/ minute) puis resolubilis6 par chauffage k 95**C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
de tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % ^-ME, 2,3 
% SDS et 0,2 % bleu de bromoph6noL 

L'expressionintracellulaire d'albumine est d£tect6e &partir d'extraits 
cellulaires pr£par£s comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (Iav£ ime 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le mgme volume de tampon de lyse 
maintenu sur gjace et contenant 67 mM de phosphate i pH 7, 5 mM ^-ME, 1 mM 
ph6nylm£thylsulfonyl fluoride (PMSF), 2jaM de leupeptine, et 2;iM de pcpstatine 
A (Sigma). Aptis addition de 0,5 ml debDles de zirconium (diam^tre 0,45 mm), stoc- 
k6s en tampon phosphate (67 mM, pH 7) a 4**C, les cellules sont cassfies par 7 
pEriodes de 30 secondes avecun broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoup£es par des pEriodes de re&oidissement de 2 minutes 
sur glace. Uefficadtd de broyage des cellules est supdrieure & 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope & contraste de phase. La fraction liquide 
dfpourvue de billes de zirconium est transf^rie dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavies 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembldes dans le m&me tube 
EppendortParcentrifugationdu tube pendant 15 minutes a4**Ca 12000g,ond6fimt 
ainsi une fraction des prot6ines solubles (sumageant) et une fraction de prbtiines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualis£es et reprises dans le m&me 
volume final d'une solution de tampon d*application apr&s dOutioiL Ces 6cbantillons 
sont chaufffis pendant 15 minutes 4'95'C, et appliqu& sur un gel de polyaoylamide- 
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SDS hiJS% priddi d'un gel de concentration k5%^, puis soumis k unc intcnsitd 
de 25 mA jusqu*a ce que k bleu dc bromophfinol attcignc le has du gel. 

La figure 20 montre Ic r£sultat ffune expfiriencc ^ique qui pennet 
d'fivalueir Texpressipn et Texcr^don d'albumine obtenue avec la souche de K lacti^ 
5 MW 9MC transfonnic avec les plasmidcs pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH}» ctpYG 25 (vecfeur d^pourvu de cassette ^expression), aprfcs croissancc dans 
50 ml de mOieu YPD sans G4 18 a 28**C pendant 68 heurcs. Chaque ichantillon cor- 
respond k 100^1 de culture originale ct pcrmet de comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le sumageant de culture, apr^ migration en gel de poly- 

10 aaykmdde a 83 %et coloration au bleu decoomassie.Unebandeprot£iquequ 
migre avec de ralbumixie faumaine commerdale (Sigx^a) servant de r6ftrence de 
poids mdiculaire est detectable dans les ^chantillons provenant des cellules trans- 
ibrmtes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cfeUules contenant 
k vec^OT pYG25 qiii ne contient pas le gine de la S AH. On remarquera que, alois 

15 que la qoasi-totaliti de Talbmnine e3q)rim«e k partir de pYG19 (pr6pro-SAH) est 
esqxirtee 'dans le sumageant de culture, toute Talbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est pr6scntc dans la fraction des protdines cytoplasmi- 
ques non solubles. plus, les rfsultats de la figure 20 indiquent que Falbumine 
cxcritie par ks cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule protiine 

20 ertracelhilairc prfeentc en qnantitfe slgnific fttivrs. Pans If sumageant d'une culture 
de MWJWrSC transfonnte avec k plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EA4 DAectlon imraonologjqne de I'albamine produite par K lactls 

LMdentite des protdines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma hunain peut fitr6 tcstfi par immuno-d6tection. A cc but, un gel de polyacry- 
lamide est transf£r6 sur filtre^de nitrocellulose (Schleicher et Schuell. 0,45>im) cn 
ntiUsaat un appareil de transfert semi-sec (Biom6tra) dans un tanq>on de transfert 
cdntenant25mMTdsbase, 150 xnM glycine, et 10%m6thanoLLe tenqwde transfert 
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est de 30 minutes cn utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm^de surface de gel. 
Apris transfert, le filtre est incub6 trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6cr6m«, 0,2 % Tween20 en tampon PBS [137 mM Nad, 2,7 mM KQ, 
4^ mM Na2 HPO J), suivi d*une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 

5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigfis contrc la SAH ct diluds au 1/ 
1000.Apr&s3 rinjagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immune Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajout6 k raison d'unc gouttc pour 50 ml de tampon A. 
Aprisincubationdufiltrcpendant30minutes,le filtre estrincfi3 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incubi cn pr6sence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylfee. Le complexe avidine/ p£roxidase biotinylde est pr£par£ 
extemporanfiment en diluant 1 goutte de chacun des r4 actifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, apr&s incubation k 23"C pendant 30 minutes. Le filtre est incub6 dans 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rincfi de nouveau par du tampon B pendant 3 pfiriodes de 5 
minutes et mis a dfiveloppcr pendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml a 0,02% 
H^Oj et 10 ml ffune solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiOj en 0,1 MTris HOpH 7,4. Le r&ultat de cette expfirience (figure21) demontre 
que IL laais MW98-8C exprime (pYG23) et excrStc (pYG19) une protfiine recon- 

20 nuepar des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ge matfiriel antigfinique est spfidfique- 
ment assodi k la pr6scnce d'une cassette d'expression de Falbumine ; il n'est pas 
d£tect£ dans des extraits ceUulaires ou des sumageants de culture des levures 
transformies avec le vecteur sans cassette d'expressioa 

EAS Gn^tiqned'excr€tiondelaSAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque 6 chantillon correspondant 

ir^ quivalent de 160pl de sumageant de culture), la s£cr6tion de I'albumine humaine 
se fait avecune dn^tiquc relativement lente en ericnmeyer. Les niveaux maximums 
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d'cxcr6don semblent avoir lieu aprfes 70 h 100 beures d'incubation d*une culture 
inocuI£e initialeinent k IdP cellules/ml (Fig 22B, ^cbantillons d£pos£s correspon- 
dant k riquivalent de 2S^ de sumageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
mimitioxi, significative n'est ddtectable entre 100 et 240 beures de culture, d6nion- 

5 trant une remarquable stability de la SAH dans oes conditions de culture et de 
temperature. Puisqu*il n'y a pas d'accumulation de materiel protiolysd durant cette 
p£riode, il peut fttre condu qu'aucune protfase extracellulaire n*est pr6sente qui 
poiirrait ddgrader Talbumine excr£tee« 

Une representation graphique de la dnitique d'excrdtion (A), de 

10 mfane que la courbe de croissance de la soucbe MW98-8C transfonn6e avec le 
plasmidepYG 19 (B) est montr6e en figure 23 ; ces r^sultats montrent que rexcrdtion 
de Falbumine faumaiiie continue aprte que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croisance. Cette observation est en accord avec des observations anterieu- 
res.conceniant d'autres systemes ^expression diez la levure ^. 

13 EmnpleS: PURinCATION DE lA SAH SECKEIEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans one e3q)erience typique de purification, la soucbe MW98^ 
transfonbee avec le plasmide pYG19 est cultive'e en milieu YPD pendant 72 beures 
. dans kscooditions standards deji d6crites. Un sumageant de culture {QJS litre) est 

20 debanasse de toute contamination cellulaire par centiifugation et incub6 h 4*C 
pendant lSnunutesenpresencede60%d*ethanol(V/V).Lepr6cipitdestrecup6r6 
par centiifiigation, redissous dans 10 inl d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
chargisuruDe colonne de bleu TrisaoyL L'albumine bmnaine est elude de cette co- 
lomie i»r une solution de NaQ 3M. Apvhs dialyse des firactions contenant la SAH 

25 Gontre 50 ^IM Tris, cellessn sont purifiees sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
ehiecs & une concentration de NaQ 0,25 M. Dans une demiere etape une chroma- 
tpgraphie Saperosc 12 (Pharmaria) perroet Jobtenir de la SAH pure &phis de 99% 
(d* ks resultats d^electrophorese PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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d*argen^. 

Exemple 6 : CARACTERISATIONDEUALBUMINESEOffiTCEETPl^ 

Uabscncc d'un test pennetiant de mesurer in vitro les propri6t6sbio- 
logiqucsde ralbximine ne simplifie pas la procedure pennettant de jugerde la quality 
de ralbuminc recombinante. Pour cettc raison, aprfes purification, ralbumine excr6- 
t6e parK^ladis est done caract6ris£c parplusieurs tests pbysico-chimiques etimmu- 
nologiques. Ces tests dimontrent que Talbumine recombinante est s6cr4t6e par Ki 
hssis. sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de 
la s6nmi albumine humaine extraite du plasma pour tous les crit&res. 

E.(.l PAGE SDS : Coloration an bleu de coomassie et aux sels d'ar^nt 

Ufilectrophor&se est effectufi e en gel de potyacrylamide (7^ %) dS- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit prficfidemmen^ ou grfite i Futilisation d^m 
Thast gcr (Pharmacia, Figure 24 A). Difffirentcs quantit6s d'albumine recombi- 
nante out 6x6 compar£es k une preparation conmicrciale de Talbuinine standard 
(Sigma) extraite de plasma himiain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre rhomog6n6it6 totale des 
echantillons d'albumine de levure. 

E.62 Isoflectrofocallsation 

Des focalisations isofilectriqucs sont effectudes entre pH 4,5 et 6,0 
(Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isofilectrique de la SAH recombinante est identiquc k celui de la SAH humaine 
rfiKrence (pi = 4,8). 

E.63 PAGE en conditions non ddnaturantes : rdv^Iation immunolog^qae 

Ufilectrophordse de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
mide (10 %) non dSnaturant, suivi d'un transfert sur filtrc de nitrocellulose ct 
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r6v61atioD inimunolpgique dans les conditions d£crites en section E.4.4 r6v&lent une 
co-migration avcc I* albuminc standard extraite du plasma hiimain. Ceci sugg&re tr&s 
fortemesi que la maturation corrcctc de la pr£pro-S AH recombinante a lieu lots du 
processus de sicr^tion inherent aux cellules de K. lactis , Aucune contamination avec 
. 3 . de la SAH non matur6e n'est detectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
. signal ct de la r£gjon pro de la SAH s'effectue avec efficadtd dans cette levure. 

^ £^4 Chromatograpble d'exdasion molfoilaire 

Une chromatogrz^bie d'exdusion mol^culaire est e£rectu6e avec une 
Superose 12 (Pharmada). Le d6bit du tampon d*£Iution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
10 e$t maintenu k 1 .ml /minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine rtf £renoe issue du plasma bumain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement 
Apris jd^pdt d*un volume de 100;il, T^lution de Talbuniine est d£tect£e par mesure 
de Fateorption k 280 nia Dans les deux cas le volume d'ilution est identique (11,5 
nJ). 

15 Ej6S Chnmiatograhie d'^change d'anion 

Ualbumine recombinante est ilu6e d*une colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmada) it une concentration de 0,3 1 M Nad, comme I'albumine r6f drence issue 
dujJasma bumain, T afigure25montrelesprofilschromatographiques obtenuspour 
des injectioDS de 100 ;il de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (Q,Sxng/mI)utilisamunecoIonne6quilibr£eenTris-Ha50mMpH8,0et&und 
constant de 1 ml/mimite, 

C!lut»natographIe en phase inverse 

Le comportement de ralbumine de levure en phase inverse est 
analyst sur une colonne Nudeosfl (C4) avec les tampons A (eau & 0,1 % TFA) et B 
25 (acitonitrile & 0,1 % TFA). La figure 26 repr6sente Tilutibn, par un gradient de 20 
& 80 % de B dans A, de I'albumine de levure qui posside le m&me temps de ritention 
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que ralbumine plasmatique. 

E.6J7 Composition en acides aminfo 

La composition en acides amin6s de la SAH recombinante est 
d6tennin6e par chromatographic en phase inverse aprfes hydrolyse adde (HQ) et 
5 d6rivatisation an PITC Les rfisultats obtcnus par cettc mfithode indiquent daire- 
ment une composition identique & celle de Talbumine reference issue du plasma 
bumaiiL 

£.6.8 Sequence N-tenninale 

Uutilisation tfun apparefl automatis6 permettant la degradation 
10 dTdman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-tentiinale de la SAH 
secrf tdc par K lactis est Asp-Ala-His-Lys-Scr^ilu-Val-Ala-His-Aig-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Giy. La ddtermination de cette sequence confirmc done les r&ultats provenant 
des C35)6riences d'dlectrophorfesc en gels natife de polyaaylamide, et dfimontre la 
maturation correcte et complete de Talbumine secrdti e par la levure K lactis. 

15 E.6S Fluorescence du tryptophane 

Avecxmeexcitationk295imi,r6missiondefluorescencederuniquetryp- 
tophaneposs&de le mfime maximum pour la SAH recombinante et Falbumine plas- 
matique (337 nm) indiqoant un cnvironnement hydrophobe identique au niveau de 
cet adde amind (figure 27). 

20 E.6.10 StabUit£ thennique 

Ualbumine reference (Sigma) et Talbumine s6cretee par la levure om 
une cin6tique identique de degradation k 75^C (figure 28) ce qui sugg&re que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfures) sont identiques dans les deux cas. 
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E;6.11 AB&fiiC^ vis-&-vis de dilTi^Fents anticorps monodonaux 

Uantig6nidt£ de ralbmnme recombinante a 6t6 6mdi6e avec diff^r^^ 
anticorps monoclonaux dirigis contre ralbumine humaine. La figure 29 montre leur 
sp£dfidt6 : les anticorps HAlO, HAl 1 et HA13 correspondent & des Epitopes dont 
3 la conservation n£cessite Tintdgritd de Tensemble de la molfcule. Les anticorps 
HA21tHAfi,HA4,HA3,HA8etHAlcorrespondent2ldes 
de la cbalne peptidique dc rcxtr^mitd N k rextr£niit£ C terminalc ^ 

Le test utilise est un test d'inhibition dTUSA. Les diff£rents anticorps 
son! adsoib£s sur des plaques de potystyr&ne et une courbe de fixation d*albuimne 
LO inarqa£eaveclapbosphatasealcalineest£tabUepourchaqueanticoxps.Les^ 

de satoratioD de chaque anticorps ont une alhire sigmoide et la quantity d'albumine 
inarqu£e correspoiidant & 50 % de fixation a £t£ (^oisie pour £tudier rinhibition de 
diacun des anticorps. 

Uinhibition a 6ti r£alis£e avec r^chantillon d'albumine recoinbii^ 
13 ooiiq>ar£e 4 oelle obtenue avec un £chanti]lon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 momre que pour les 9 anticorps ^t6s, ralbuniine recombim 
ixMntrice que ralbumine native. Etant donni Fextrtme sensibilit£ du test, les 
differences observ£es sont ixnnimes. 

DESCRIFnON DES HGURES 

20 Les rqxrisentations des plasmides indiqu£s dans les figures ne sont pas traces & 
r^cbeUe et seuls ks sites de restriction inoqportants pour les constructions sont 
indiipi&. 

Figure 1 : Construction du plasxnide pXL276 contenant la sequence complete 
Godant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois dones d'ADNc (voir 
23 texte) d£rTv£s d*ARNm poly-A isolis de foie humaiiL 

Figure 2 ; Reconstitution de la sequence signal ''pr^pro'* de Palbumine & partir de 
' quatre oligonud£otides synthdtiques : Construction du plasxnide 
pXL29G. 

Figure 3: Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4 : Construction du plasmide pXL322, 
Figure 5: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nucl^ otidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et conienantle ghnt de structure de laprfepro- 

SAH. Les flfeches noires indiquent la fin des regions "pr6" et ""pro". 

Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 

Figure 9: Construction du plasmide pCXJl. 

Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan2Q2* 

Figure 12 : Sequence nucl6otidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 
Seal et incluant la jonction entre ORFl et pkl et la r6 gion 5* du gfene bac- 
t£rien codant pour I'aminoglycoside phosphotransferase provenant de 

15 Rgure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 : Courbede stability du plasmide pKan707 dans la soucheMW98-8C dans 

des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 :Repr&entation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucMotidique foumie en dessous de cfaaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gfene PGK et les g&nes 
de structure des diff^rentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYGS dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 20 : Gel de polyacrylamide-SDS k SJS % apris coloration au bleu de coo- 
massie dfimontrant Texpression et Texcrdtion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine cxtrait du plasma humain 

30 (Sigma) d6pos£e k des concentrations croissantes ; O^jig, 0,6 ^g, 2pg et 

6;igparpiste.pYG19 (prdpro-SAH),pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vcc- 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de prot£ine Equivalent k 
100 ^1 de la culture originale (approx. 2 x 10^ cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), sumageant de culture. 

35 Figure 21 :Inmumor6v61ation d'un gel de polyacrylamide klJS % transffirfi sur 
nitrocellulose comme dficrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et prE dpitd avec du TCA (5 % concentration fi-, 
nale) comme d£crit Les £diantillons de la gamme SAH ont done €t& 
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trait^ de la mficne fagon que les sumageants de culture. Dans les deux 
cas, les d6p6ts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), pr6- 
dpitatioD d une concentration de 100 mg/l ; 2), 50 mg/l ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
124 mg/l ; 5), 0,6 mgA pYG19 (prdpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
diaque piste conespond k une quantity de prot£ines Equivalent k 20 yl 
de la culture originale (s^rox. 2x10^ celhiles/ml). a), sumageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyaciylaniide kSJ5% apris coloration au bleu de coomassie 
d6montrant la dn6dque de TexcrEdon de la SAH ^ partir de la soucbe 
MW98-8C 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a £t6 
dissous dans du milieu YPD k des concentrations varices et pr6dpit£e 
8vec du TCA (5 % concentration final) comme d£crit (voir l£gende de la 
figure 21). 1), pr6dpitation & une concentration de 6 mg/l ; 2), 12^ mg/ 
1 ; 3), 25 mg/l ; 4), 50 mg/l ; 5), 100 mg/L pYG19 : exaction de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fonction de T&ge de la culture, 16 - 61 
beures comme indiqud. Chaque Echantillon corre^nd & I'dquivalent de 
160^ de somageant de culture. 

B» pistes a -e : albunoine extrait du plasma humain (Sigma) d£pos£e k des 
concentrations croissantes ; 0,4 jig, Q,6;ig, Q|8;ig, l,Ojiget l,2pgpar piste. 
pYG19 : excrftion de la SAH i partir du plasmide pYG19 et en fonction 
de r^e de la culture, 72- 240 beures comme indiqu6. Chaque 6diantillon 
correspond ^ r^quivalent de 25 jil de suniageant de culture. 
Figure 23 : A« reprisentation graphique de la dnfitique d'excrdtion de la SAH k 
partir de la soucfae NrW98-8C transformie avec le plasmide pYG19 et 
ddtivde en erlenmeyer comme indiqu6 dans le texte. La concentration de 
Falbmnine d£tect6e dans le milieu de culture (mg/l) est repr6sent6e en 
fonction du temps (beures). Les r^sultats de quatre exp£riences indfpen- 
^ dantes sont rq>r£sent£s. 

B, courbe de croissance de la soucbe MW98-8C transform£e avec le 
plasnaidepYG19. 

Figure 24 : Techniques £Iectrophor£tiques (S = standard, L = albumine de levure). 

A- PAGE-SDS(Phastgel,Pbarmada,gradient8-25%)colorationaux 
sels d'argent S « 1 pg, L : de 0,05 & Q,25;ig 

B - Iso£lectrof ocalisation (Phast gel, pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
. coomassie, d£p6ts - l^g. 

C- PAGESDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 

S ^ 01^ - l»0;ig. L » 0^24;ig 
l7gure 2S :Chromatogra^hie d'ichange d'ions " Mono Q (Pbarmada). En bas: 
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SAHlevure 40^g;enhaut:SAHstandardS0;ig 
Figure 26 : Chromatographic cn phase inverse = Nudeosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAHlevure. 

Figure 27 :Spectroin£tried*£missionde fluorescence dutryptopbane.Entraitplein: 
3 SAH standard ; en pointill£ : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique ii 75"C. En trait plein : SAH standard ; en pomtDlfi: 
SAH levure 

Figure 29 : Regions de Talbumine reconnues par les diffdrents anticorps monodo- 
naux utilises pour la caract^risation antig^nique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-^-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pomcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/nil) : □ , SAH standard ; ■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Procfidd de preparation microbiologique de la s6nim albumine humaine 
(SAH) ou de Tun de ses variants caract6ris6 en ce que Ton cultive une levure capable 
d*assurer le maintien stable d'une cassette d*e?q)ression comportant au moins un 

5 marqueur de sfilection des levures transfonnfies, TADN du g6ne de structure de 
SAH fusionnfi k des sequences permettant son expression dans la levure et 6ventuel- 
lement Texcrition de la protfiine encodee par ce gfene dans le milieu de la culture. * 

2 - Procddfi selon revendication 1 caract^ rise en ce que la cassette d'expression 
est integr£e dans le g€nome de la levure. 

10 3 - Procfidc selon revendication 1 caract6iis6 en ce que la cassette d'expression 
fait partie d*un plasmide comportant un systfcme de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Proc6d€ selon Time des revendications 1, 2 ou 3 caract6ris6 en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomvces et Kluweromvces. 
15 5- Procddfi selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract^risfi en ce que la 
levure est choisie dans le genre KluweTomvces. 

6 - Proc^de selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris6 en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les vari6t6s de Kluweromvces marxianus, 

7 -Procfide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 carartdrisfi en ce que la 
20 levure est Kluweromvces mandanus var, lactis. 

8 -Procfede selon rune des revendications 3^7 caractfirise ence quele systfeme 
der6plicationfonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDlisolfi 
de ravyveTQTnycgS TnaTTPaTitiS var. drosophnarupi ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isoie de Sag<pb^TPrpy<;gs cerevisiae ou une combinaison d'ei6ments 66xW6s du 

25 plasmide pKDl et du plasmide 2p. 

9 - Proc6d6 selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caract6ris€ en ce que le 
syst&me de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Proc6d6 selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caract£ris£ cn ce 
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qu'une cassette d*expression scion la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est ms^ri dans ime region de 197 pb d6Gnie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

* 11 -Proc^di seloD Tune des fevendications 1 & 10 caractirisf en ce que les se- 
quences permettant re3q>ression du gine de structure sont cboisies parmi les 
5 promoteuis d6riv6es des gines de levures du genre Saccharomvces ou Kluweromy- 

12- I¥oc6d£ selon revendication 11 caract£ris6 en ce que ces promoteurs sont 
d£rTv£5 des g&nes glycolytiques de levures du genre Saccharomvces ou Kluwero- 
myces .- 

, 10-. 13 • Proc6d£ selon revendication 12 caract6ris£ en ce que les sequences 
permettant rexpression du gine de structure sont dioisies parmi les g&nes codant 
pour la pbosphogllycerate kinase (TCKX la glyc6rald6^^ 
g^nase, ta lactase, Tenolase ou Talcool desfaydrog£nase. 

14 r PToc£d6 selon revendication 13 caractirisd en ce que les s6quences 
15 permettant re3q)ressioh du g&ne de structure provieiment du ghnt codant pour la 
phospbogIyc6rate kinase. 

1^ * Ptocidd selon Tune des revendications 1 & 14 caract£ris£ en ce que les 
sequences permettant Texcrition de la protdine h£t£rologue sont cboisies panni 
Fextensicm N-tenninale naturelte **pr£pro* de r albumine et les s£quences obtennes 
20 k partir des gftnes de levure codant pour la phfiromone alpha ou la toxine *1dllef . 
' 16 - Ptoc6d£ selon revendication 15 caract£ris£ en ce que la siquence 
penuettant fcxcrition de la SAH est Fextension terminale naturelle '^rdpro" de Fal- 
- bumine. 

17 - Proc£d6 selon Ihise des revendications 1 & 16 caract6ris£ en ce que les 
25 siquencfcs permettant la selection des levures transfonndes sont cboisies parmi les 

gdnes ^^ortant la rdsistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Procddd selon revendication 17 caractdrisd en ce que la sequence de 
sdiecdon est un gdne f^qxirtant la rdsistance k la G418. 

19 * Procddf selon revendication 18 caractdrisd en ce que la sequence de 
30 sdlectim est une fiision entre le promoteur kl du plasmide lindaire de lactis et 
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raminoglycoside phosphotransferase du transposon T d9Q3 . 

20 - Le plasmide pYG19 caract£ris6 en ce qu*il comporte le plasmide pKDl, 
TADN de la pr6pro-SAH, les sequences d'initiation et d'arrfet de la transcription du 
gine codant pour la phosphoglyc6rate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
promoteur pkl du plasmide lin^aire kl de Kluweromvces lactis et le gfene de la 3*- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n9Q3. 

21 - Le plasmide pYG23 caract6rise en ce qu'U comporte le plasmide pKDl, 
I'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation ct tfairfet de la transcription du 
gftne codant pour la phosphoglycerate kinase ct les sequences d'une fiision entre le 
promoteur pkl du plasmide linfiaire kl de marxianus var . lactis et le gfene de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de TnSQi- 

22 - La levnre K, marxianus var. lactis MW98-8C. 

23 - La levure K marxianus var , lactis MW98-8C transf ormee par le plasmide 
pYG19. 

24 - La levure KluweromvcesmannaT^tisvar- Jastis MW98-8C transf ormfie par 
le plasmide pYG23. 

25 - La serum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le procede selon 
Tune des revendications 1 k 19. 

26 - La serum albumine himiaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
conditions appropriees de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la serum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJL 
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Sq32 Sq35 

5*- Tlj^IgAAgrGGGTAaCCTTTAT^^ TCTCTTTAGC'lU;(XTTATTCC3\GGGGTGT tjT^ ^ ^ - 3". 
3»- ACTTCACCCATTGGAAAIAAAGGGAA^^ AJJmrGAGCXGAAOSJySGltXCCW^^ 

Ndel Sq34 Sq38 TaqI 
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Figure 2 
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MetLysTrpValThrWwIlGSerLeial^uPheLeuPheSerSerAiaTy^ 

1 . 11 21 ; 31 41 51 61 71 

Ai^^spAlaBifiLy8SerGluValAlaHisAr^heLysAspt*(uGly(UuG^ 

7€ «6 96 106 116 126 136 146 

IleM- aPheA laGlnTy rLeu GlnGlnCyaProPheGluRspHiBValLygl^^ 
MTCCCTTTGCTCaSXAItnTCAGCAGI^^ 
151 .161 171 181 191 201 211 221 

jaaLysrair^jaVj^lAlaA^ 
226 . , 236 246 256 * 266 276 286 296 

. CysWirV^aAlalhrljeTArgGlimirT^ 
TGCRCAGTTGCMtfrKnTCGTGA^^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GltCy aPheLewGl nHicLyaAsiAapRsriP 

376 386 396 406 416. 426 436 446 

ACTGCTTTTCMGSVCAATGAAGWajCMTTTTGAAAA^^ 
451 ; 461 471 481 491 501 511 521 

TyraOtfroGluLari flpeUPhePheJ aaLysArgTy 

526 . ^6 546 556 566 576 - 586 596 

AlaaiaCy sLguIiOTi ProiLysLefuJVapGliiI^uArg 
GCftGCClGCCTGTTGCCAAAGCTCGM'GAA^ 
601 61X 621 631 641 651 661 671 

gyaa iaSarLguGiriLyaPheGlyGluArgAlaPheLysAlaTrpMA^ 

676 686 696 706 716 726 736 746 

Lys AlaGluiPheA laGlti VaJSe rLysLeMValThrfta^ 
AAAGCTGAGTTTGC&GAXSTTTCCMGTTKGTGACAGAT^ 
751 76X 771 781 791 801 811 821 

X-ebXiOTGluCy&AlAAapAsp&rg&la^ 

626 836 * 846 856 666 876 886 896 

LexaysGluCysCyaGluLyaProLeuLeuGlA^ 
CTGMWSGftAJGCagJGAAAAROClCi'&Tl' G GftAAAAT^^ 
901. 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAgpIeiffrt^rXiefU&laAlaAapiPheValGluSer 
GCT^CTTGCCtTCMTAGCGGCTG?W rmvritA ^ 
976 . 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPheLeuGlyHatPtieLeuiyrGluTVrAlaArgArgBlsPzQAsF'TyrSerVal 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 



Figure? 
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GCCAAGfiCATATGAT^CACTCTACa^^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

JfSS^^H2iS^y?5^^^^^^^^^^^°^l^n^^IleLysGlnAsnCysGli^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

Gl\^ryrLysPheGlnAsnAlal«uLeuVaUrgTyrTlirLysLysValProGliiV 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 

GluValSerArgT^nl^uGlyLysValGlySerLysC^sCysAsrffroGltJaaLysA^ 
GAGGTCTCAAGAAACCOTiGGAA^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrteuSeiValVall^uAsnGlnl^uCysVall^uHisGluLysThrProValSeiAs^ . 
GACITmrrATCXGTGGTCCTGJACCAGTTJ^T^^ 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerLeuValJ^nArgJ^ProCysPheSerAlaLeuGluValAs^ 
TGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGACamS^^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 " 1571 

Glatf|hfetonAlaGluThrPheThrPheHisMaAs^ 
GAGTTXRATGCTGAAACArrcaurcl^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 • 1636 1646 • 

GlnThrMaLexlValGluLeuValLysHisLy^roLysAlaThrLysGluGlilLeuL^^ 
CAAACTGCACITGTTGAGCTTGTG&AACACa^^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAla^^ValGluLysCysCysLysAlaAspAspLysGluThrCys 
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTG^^GA^^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGliAlaAlaLeuGlylieu*** 
GTTGCTGCaAGTaVAGCTGCCTlMGOTIATAT^T^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

1876 1886 1896 
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i promoteur pkl 

AIWrrAGGTTMTTTTT^^ 

tAttttacacttatgaccta 

OMel/XhoD 

ATTAATTXAAAA lATG GAT TTC AAA GAT AAG GCT TTA AAT GAT CTAIAGG OCG CGA 

" ^ ORFr <^ ^ 'aph 

TTA AAT TCX: AAC . . . - 3' 



Figure 12 
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Figure 15 
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gamine SAH pYG19 pYG23 pYG25 



123 4 abcabcabc 




Figure 20 



2635115 

PI. XXII/31 



gamine SAH pYG19 pYG23 
12 3 4 5 a b c 'a b c 
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gamme SAH pYG19 
a b e d e 16 18 20 22 37 47 61 h 




gamme SAH pYG19 

... * * 

a b c d e 72 96 103 119 145 168 240 h 
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